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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　肝臓は，糖質や脂質，タンパク質の代謝に中心的な役割を担い，アルブミンや血液凝固因子，循環調節因
子，アポリポタンパク質など様々な分泌タンパクを産生している。全ゲノム解析から，約 22,000の遺伝子
が存在すると推定されているが，現在機能が明らかとなっているタンパクは約半数程度である。したがって，
重要な機能を担う未知のタンパクが多数存在すると想定される。
　低分子量 G蛋白は，細胞内シグナル伝達を制御し細胞のふるまいを調節している。このうち，Rho family
は，細胞骨格の調節や遺伝子発現，細胞周期，アポトーシス，膜輸送に関与している。低分子量 G蛋白は，
guanine-nucleotide exchange factor（GEF）によって低分子量 G蛋白に結合している GDPが GTPに交換さ
れることにより活性化される。しかし，GEFのうち機能が明らかとされたものは少数でしかない。
　本論文では機能未知の蛋白を探索する過程において，小腸と肝臓，腎臓，心臓で発現する cDNAをクロー
ニングした。この cDNAが発現する蛋白は，データベース・サーチから GEFとしての作用を有することが
想定され，weakly similar to Rho GEF5（WGEF）と命名し，Rho GEFとしての機能を有するか否かについ
て検討を加えた。
（対象と方法）
1．cDNAライブラリーの作製とシーケンス
　 　8週齢オス ddYマウスの肝臓から poly（A）RNAを抽出し，オリゴ・キャップ法とランダム・プライム
法で 5’端由来 cDNAを濃縮し，pMX-SSTにライゲーションして cDNAライブラリーを作製した。これ
を DH5 にトランスフォーメーションし，5’端が濃縮されているかどうかを検討するために，複数のコ
ロニーを拾いシーケンスを行った。
2．WGEFのクローニング
　 　シーケンスしたクローンの中で，データ・ベース上 GEFとしての機能を有すると想定される cDNAを
得た。理化学研究所のデータ・ベースから，cDNAの全長を増幅できるよう PCRプライマーを設定し，
RT-PCR法でWGEF cDNAを増幅した。これを pcDNA3.1（+）-FLAGにクローニングした。
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3．Pull-down assay 
　 　GSTと Rhotekin Rho binding domainまたは PAK-1 p21-binding domainを融合させた蛋白を結合したア
ガロースとWGEFを過剰発現させた 293T細胞の cell lysateをインキュベーションし，ウェスタン・ブロッ
トでWGEFと GTP型の RhoAおよび Rac1 Cdc42が結合しうるかを検討した。
4．蛍光免疫染色
　 　培養 HeLa細胞にWGEF発現ベクターをトランスフェクションし蛍光免疫染色を行った。WGEFは抗
FLAGマウス・モノクローナル抗体を一次抗体とし，FITC結合抗マウス IgG抗体を二次抗体とした。ア
クチン細胞骨格は Rodamin-Phalloidinで，細胞核は，bis-BENZIMIDE H-33342で染色した。
（結果）
1．WGEFは TIM/Arhgef5に相同性がある
　 　WGEFは，データ・ベース上，RIKEN cDNA 6430574aB13と6030432F23，D930043O22の配列と同一であっ
た。WGEF cDNAは全長 2046bpで，802アミノ酸をコードし，予想される蛋白の分子量は 100kDaであった。
WGEFは，Transforming Immortalized Mammary Oncogene（TIM，別名 Arhgef 5）に弱い相同性が認め
られた。WGEFは，TIM，Ephexin，KIAA0915/Arhgef 15，Neuroblastoma/Arhgef 16，SGEF/FLJ12822
と同じ GEFサブファミリーを形成し，DH-PH-SH3ドメイン構造を有していた。ノーザン・ブロットの結
果，WGEFは小腸で強く発現し，心臓，肝臓，腎臓でも弱く発現していた。
2． WGEFは Rho GEFである
　 　pull-down assayによって，WGEFは GTP型の RhoA，Rac1，Cdc42と結合した。また，HeLa細胞
にWGEFを過剰発現させ，細胞のアクチン骨格の変化を観察したところ，WGEFの過剰発現により，
HeLa細胞は，RhoAまたは Rac1，Cdc42を過剰発現させた場合と同様の表現型をとった。RhoAと Rac1，
Cdc42を表現型を呈した HeLa細胞の割合は，各々，20％，5％，46％であった。
（考察）
　同定した新規 RhoGEFは GTP交換反応に関与する DH-PHドメインと，GEFの機能調節に関与するド
メインから構成される。WGEFは，DH-PHドメインに加えて SH3ドメインを C端側に有し，RhoGEFの
TIMに弱い相同性を有する。WGEFは，ドメイン構造から，TIM/Arhgef5，Neuroblastoma/Arhgef 18，
KIAA0915/Arhgef 15，SGEF/FLJ12822，Ephexinとサブファミリーを形成すると考えられている。Pull-
down assayと HeLa細胞へWGEFを過剰発現させ細胞のアクチン骨格の変化を見た検討から，WGEFは
Rho GEFとしての機能を有し，RhoA，Rac1，Cdc42を活性化させることが明らかとなった。
　WGEFの発現は小腸と肝臓，腎臓，心臓を中心に認められる。WGEFの機能は不明であるが，小腸や肝臓，
腎臓，心臓はエネルギー代謝にかかわる重要な臓器である。また，これらの臓器は様々なホルモンが合成・
分泌されており，一種の内分泌臓器である。したがって，WGEFがこれらの臓器における消化吸収やエネ
ルギー代謝，ホルモン分泌に重要な役割を有している可能性がある
審　査　の　結　果　の　要　旨
　低分子量 G蛋白を活性化する guanine-nucleotide exchange factor（GEF）は細胞内情報伝達系において重
要な因子である。著者が発見した新規GEFは，細胞内情報伝達系の詳細な解明の手がかりとなるだけでなく，
小腸，肝臓といったエネルギー代謝にかかわる臓器に選択的に発現していることから，生活習慣病の発症機
序の解明につながる可能性がある。新規 GEFの性質についても，詳細に検討しており非常に貴重な研究で
あり，今後さらなる研究の発展が期待される。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
